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(57) Abstract 



According to the invention, 
electroporation and/or fusion treat- 
ment of microscopic objects is ef- 
fected in a medium between at least 
two electrodes, wherein said elec- 
trodes are miniaturized electrodes in 
a microsystem with a channel struc- 
ture for the flow of the medium con- 
taining said objects, 

(57) Zusammenfassung 

Eine Elektroporations- 
und/oder Fusionsbehandlung 
mikroskopischer Objekte erfolgt 
in einem Medium zwischen 
mindestens zwei Elektroden, wobei 
die Elektroden miniaturisierte 
Elektroden in einem Mikrosystem 
mit einer Kanalstruktur sind, die 
zum DurchfluB des Mediums mit 
den Objekten eingerichtet ist. 
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Mikrosysteme zur Zellpermeation und Zell fusion 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Manipulierung und 
Bearbeitung biologischer Objekte mittels elektrischer Pulse, 
insbesondere zur Permeation (Poration) und/oder Fusion von 
Zellen oder von synthetischen, membranumhullten Gebilden wie 
Liposomen oder Vesikeln, oder zur Permeation von Membran- oder 
Schichtmaterialien in miniaturisierten Elektrodenstrukturen, 
und Manipulierungs- oder Bearbeitungsverf ahren unter Verwen- 
dung einer derartigen Vorrichtung. 

Fur bestimmte biotechnologische, mediziniscbfe oder gentechni- 
sche Aufgaben ist die kurzzeitige und reversible Erhohung der 
Durchlassigkeit der Umhiillung lebender, in einer Flussigkeit 
suspendierter Zellen von Interesse (Obersicht in "Elektromani- 
pulation of Cells", U. Zimmermann, G.A. Neil, CRC, 1996) . 
Neben chemischen, virusbasierten und laserinduzierten 
Permeationsmethoden hat sich wegen der Einfachheit und 
Definiertheit der Applikation die Permation mittels kurzer 
elektrischer Pulse (Elektroporation oder Elektropermeation) 
entwickelt, wobei gepulste Gleichstromsignale (s. U. Zimmer- 
mann et al. in "BBA" , Band 641, 1982, S. 160 ff.) oder 
gechopperte HF-Felder is. PCT/US88/03457) verwendet werden. 
Bei den bisher allgemein bekannten, kommerziell verfiigbaren 
Elektroporationsgeraten werden die Elektroporationen und/oder 
Fusionen in Kammern mit Elektroden durchgefuhrt, deren Dimen- 
sionen wesentlich groJier als die Dimensionen der behandelten 
Objekte sind, wobei die folgenden Nachteile auftreten. 

Zellen konnen bisher nicht in Kulturmedien permeiert werden, 
da diese eine hohe Leitf ahigkeit besitzen und aufgrund der 
niedrigen Dielektrizitatskonstante und Leitf ahigkeit biologi- 
scher Zellen das elektrische Feld auiierhalb der Zellen verlau- 



WO 00/37628 PCT/EP99/10277 

fen wurde. Aufierdem wiirden die Kulturmedien zu einer hohen 
thermischen Belastung der zu behandelnden Zellen durch Wider- 
standsheizen aufgrund des Stromf lusses durch das Kulturmedium 
fiihren. Der Anwendungsbereich der herkommlichen Elektro- 
porationsgerate ist ferner auf robuste und widerstandsf ahige 
Zellen beschrankt. Aufierdem ist eine Optimierung der Fusions- 
parameter wie z.B. der Feldstarke und der Pulsfrequenz nur 
eingeschrankt moglich. Dies ergibt sich aus der Groilenabhan- 
gigkeit des maximal induzierten Transmembranpotentials V M max 
einer sich in einem externen elektrischen Feld E befindlichen 
Zelle (Radius R) gemaU V M max = 1,5 • R -E und der praktischen 
GroJJenvarianz biologischer Objekte. Dies ist insbesondere dann 
problematisch, wenn unterschiedliche Zelltypen gleichzeitig 
permeiert bzw. fusioniert werden sollen oder nur wenige Aus- 
gangszellen zur Verfugung stehen. SchlieJSlich erlauben die 
herkommlichen Elektroporationsgerate keine zuverlassige Ein- 
zelzellmanipulation oder -permeation. 

Es ist ferner allgemein bekannt, dafl sich biologische Objekte 
auf der Grundlage negativer oder positiver Dielektrophorese 
mit hochfrequenten elektrischen Feldern manipulieren lassen. 
Dies wird insbesondere in Mikrosystemen realisiert, wie es 
beispielsweise von G. Fuhr et al. in "Naturwissenschaf ten", 
Band 81, 1994, Seiten 528 f.f. beschrieben ist. So zeigen bei 
einer Ublichen Ldsungsmittelleitfahigkeit von rund 0.3 S/m 
biologische Zellen unter der Wirkung hochf requenter elektri- 
scher Felder uber einen grofien Frequenzbereich von rd. 1 MHz 
bis Uber 120 MHz negative Dielektrophorese, d.h. die Zellen 
werden von mit den Hochf requenzf eldern beauf schlagten Elektro- 
den zu Gebieten niedriger Feldstarke bewegt. In Kulturmedien 
mit Leitfahigkeiten liber 1 S/m zeigen tierische Zellen iiber 
alle Frequenzen negative Dielektrophorese. 

Aus JP 60-251876 ist eine Einrichtung zur Zellfusion bekannt, 
bei der biologische Zellen unter der Wirkung elektrophoreti- 
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scher Krafte zwischen planaren Elektroden angeordnet und mit- 
tels Hochspannungsbehandlung fusioniert werden. Die Elektroden 
befinden sich an den Kanalwanden eines Mikrosystems . Zur 
Fusion werden die Zellen auf den Elektrodenoberf lachen festge- 
setzt. Das Mikrosystem besitzt derart geringe Dimensionen, dafi 
sich die auf gegemiberliegenden Elektroden angeordneten Zellen 
gegenseitig beruhren. Diese Fusionstechnik besitzt mehrere 
Nachteile. Die Positionierung der Zellen auf den Elektroden 
und ihre riickstandsf reie Entfernung nach der Fusion sind 
schwierig und zeitaufwendig. Eine bestimmte Kanalstruktur kann 
iromer nur fiir eine bestimmte Zellgrolie verwendet werden. Die 
Fusion ist nicht reproduzierbar, da sich zwischen den Elektro- 
den gegebenenfalls mehrere Zellen ansammeln. 

Aus JP 63-152971 ist ein Durchf lufisystem zur Zellfusion und 
zur Nukleinsaureubertragung bekannt, bei dem an zwei Wanden 
einer Durchf lulikammer Elektrodenplatten angebracht sind. Die 
Elektrodenplatten konnen anwendungsabhangig mit Gleich- und 
Wechselspannungen beaufschlagt werden, urn Zellen, die durch 
die Durchf lulikammer gespult werden, einer elektrischen Behand- 
lung zu unterziehen. Die Durchf lulikammer dieses Systems ist 
manuell demontierbar . Sie besitzt eine Grolie, die erheblich 
grofler als die zu behandelnden Zellen ist, und damit die 
gleichen Nachteile wie die obengenannten herkommlichen Elek- 
troporationsgerate mit geschlossenen Kammern (ohne Durchf luli) . 
Im Durchflufisystem ergibt sich ein weiterer Nachteil durch die 
unreproduzierbare, undefinierte Position der zu behandelnden 
Objekte. Dementsprechend konnen auch keine reproduzierbaren 
Fusionsergebnisse erzielt werden. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, eine verbesserte Vorrichtung 
zur Manipulierung oder Bearbeitung (insbesondere durch Perma- 
tion) mikroskopischer Objekte zu schaffen, deren Anwendungsbe- 
reich in Bezug auf die Auswahl der Umgebungs- oder Kultur- 
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medien, die Optimierung der Porationsparameter und/oder die 
Handhabung kleinster Objektmengen (bis hin zu Einzelobjekten) 
erweitert ist. Die Erfindung soil insbesondere ermoglichen, 
eine reproduzierbare Manipulierung bzw. Bearbeitung, z.B. ent- 
sprechend einem definierten Protokoll und gegebenenf alls unter 
Gewahrleistung einer freien Beobachtbarkeit, durchzufuhren. 
Die Aufgabe der Erfindung besteht auch darin, ein verbessertes 
Elektroporationsverfahren unter Verwendung einer derartigen 
Vorrichtung anzugeben. 

Diese Aufgaben werden durch eine Vorrichtung, ein Elektropora- 
tionsgerat bzw. ein Verfahren mit den Merkmalen entsprechend 
den Patentanspruchen 1, 8, 9 bzw. 13 gelost. Vorteilhafte Aus- 
fiihrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen 
Anspruchen. 

Die Grundidee der Erfindung besteht darin, von den herkommli- 
chen, makroskopischen Elektroporationsanordnungen zu Mikro^ 
systemen uberzugehen, bei denen die Objektbehandlung als Be- 
handlung frei suspendierter Teilchen in Umgebungs- oder Kul- 
turmedien zwischen miniaturisierten Elektroden stattfindet. 
GemaiS einem ersten wichtigen Aspekt der Erfindung sind die 
Elektroden in einem Mikrosystem mit einer Kanalstruktur vorge- 
sehen. Im Unterschied zur herkommlichen Elektroporation in ge- 
schlossenen Kuvetten ist die Kanalstruktur als Durchf luJisystem 
eingerichtet . Die zu behandelnden Objekte werden somit vom 
strdmenden oder flieftenden Medium zu den Elektroden gefuhrt 
und beim Durchflufi oder wahrend eines zeitlich begrenzten, 
ortsfesten dielektrophoretischen Positionierens der Objekte in 
Bezug auf die Elektroden permeiert. Wahrend der elektrischen 
Behandlung der Objekte besitzen diese in der freien Suspension 
einen Abstand von den Elektroden. Die Behandlung erfolgt in 
Bezug auf die Elektroden und/oder Wande des Mikrosystems be- 
riihrungsfrei • Gemali einem zweiten wichtigen Aspekt der Erfin- 
dung werden die Objekte mit einem derart geringen Abstand von 
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den Elektroden permeiert, daB selbst in hochleitf ahigen Medien 
eine Permeation erfolgen kann. Im Mikrosystera sind Elektroden 
zur Ausubung von Polarisationskraf ten auf der Grundlage nega- 
tiver Dielektrophorese und Elektroden zur Elektroporation vor- 
gesehen. 

Gemafl einem dritten wichtigen Aspekt der Erfindung sind Elek- 
troden vorgesehen, die eine Doppelfunktion erfilllen. Eine er- 
f indungsgemaiJe Vorrichtung weist z.B. ein Elektrodensystem 
auf, das simultan zur Halterung der Objekte im Medium oder zur 
Fuhrung der Objekte in einem stromenden Medium sowie zur Be- 
aufschlagung der Objekte mit elektrischen Feldern zur Reali- 
sierung der Elektroporation eingerichtet ist. Im Unterschied 
zu herkommlichen Elektroporationsgeraten bilden die Elektroden 
erf indungsgemafl einen mindestens in zwei zueinander senkrech- 
ten Raumrichtungen geschlossenen Kafig, in dem die Objekte ma- 
nipuliert und der Elektroporation ausgesetzt werden. Die Elek- 
troden sind zur Erzeugung eines inhomogenen elektrischen Fel- 
des im Kanal eingerichtet, das ein sich in Stromungsrichtung 
lang erstreckendes Minimum aufweist. Die zu behandelnden Ob- 
jekte werden mit den sich in Kanalrichtung durchgehend oder 
mit Unterbrechungen angeordneten Elektroden, die gleichzeitig 
Fokussierungs- und Porationselektroden sind, im Feldminimum 
gehalten. 

Gemafi einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung ist das 
Elektrodensystem so eingerichtet, daii die Poration der Objekte 
entsprechend vorbestimmter Porationsmuster erfolgt. Hierzu be- 
sitzen die Elektroden (Pulselektroden) feldformende Einrich- 
tungen wie z.B. Elektrodenspitzen, die entsprechend den ge- 
wlinschten Porationsmustern angeordnet sind, oder Abschirm- 
oder Abdeckelemente, die ein Freiliegen der Elektroden in Be- 
zug auf das Medium mit dem oder den Objekten entsprechend dem 
gewtinschten Porationsmuster erlauben. 
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Eine erf indungsgemaBe Vorrichtung wird vorzugsweise als Mikro- 
system rait Kanalstrukturen aufgebaut, die in mindestens einem 
Bereich mit einem erf indungsgemaflen Elektrodensystem ausge- 
stattet sind (Elektroporationsbereich) . Vorteilhaf terweise 
werden derartige Elektroporationsbereiche im Mikrosystem mit 
anderen Bereichen zur Behandlung oder Manipulierung der Objek- 
te z.B. zum Sammeln oder Trennen bestimmter Objekttypen (Mani- 
pulierungsbereich) kombiniert. Erf indungsgemaBe Mikrosysteme 
werden vorzugsweise als Durchf luBsysteme betrieben. 

Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Erf indungsgemaBe 
Vorrichtungen erlauben Objektpermeationen in physiologischen 
Losungen. Somit wird die Anwendbarkeit der Elektroporation auf 
Medien mit hoher Leitf ahigkeit (z.B. im Bereich von 0.01 bis 
10 S/m) erweitert. Es wird erstmalig eine zuverlassige, beriih- 
rungsfreie und schonende Permeation einzelner Objekte oder Ob- 
jektgruppen in freier Losung ermoglicht. Die Miniaturisierbar- 
keit des Systems erlaubt eine Erhohung der Elektrodenhaltbar- 
keit und eine Verringerung der Elektroporations-Pulsamplituden 
(bis in den Volt- bis lOOV-Bereich) , wobei dennoch die erfor- 
derlichen hohen Feldstarken erzielbar sind. Es wird erstmals 
ermoglicht, die zu behandelnden Objekte simultan an mehreren 
Stellen entsprechend vorbestimmten definierten Porationsmu- 
stern zu behandeln. Es wird eine Kombination der bisher auf 
makroskopische Anwendungen beschrankten Elektroporationstech- 
nik mit Verf ahrensweisen der Mikrosystemtechnik ermoglicht. 
Die erf indungsgemaBe Objektbehandlung erfolgt beruhrungslos . 
Beschrankungen in Bezug auf die Anpassung des Mikrosystems an 
eine bestimmte ObjektgroBe sind ausgeschlossen. AuBerdem er- 
folgt die Objektbehandlung riickstandsf rei . Verunreinigungen 
der Elektroden werden vermieden. 



Weitere Vorteile bestehen in der erhohten Effizienz und Aus- 
beute der Elektroporation, der verminderten Warmeproduktion 
durch Minimierung der Elektrodenoberf lache f der Moglichkeit 
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der Permeation unterschiedlich groBer Objekte und der zeitef- 
fektiven Permeation von Objekten in Durchf luiisystemen bei 
niedrigen Spannungen. 

Die Erfindung ist nicht auf biologische Zellen beschrankt, 
sondern kann entsprechend mit alien interessierenden syntheti- 
schen, membranumhullten Gebilden wie Liposomen oder Vesikeln 
oder mit Membran- oder Schichtmaterialien implementiert wer- 
den . 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im fol- 
genden unter Bezug auf die beigefugten Zeichnungen erlautert. 
Es zeigen: 

Fign. 1A, IB zwei Ausfuhrungsf ormen von Elektrodensystemen in 
erfindungsgemafien Vorrichtungen in schematischer 
Perspektivansicht, 

Fign. 2 A, 2B zwei weitere Ausfuhrungsf ormen von Elektroden- 
systemen in schematischer Perspektivansicht, 

Fi 9- 3 eine weitere Ausfiihrungsform eines Elektroden- 



systems mit planaren, strukturierten Elektroden, 



Fig. 4, 5 



schematische Darstellungen zur Illustration des 
Feldlinienverlaufs bei der Elektroporation, 



Fig. 6 



eine schematische Perspektivansicht zur 
Illustration erf indungsgemalier f eldf ormender 
Einrichtungen am Elektrodensystem, 



Fig. 7 



eine schematische Darstellung eines Mehrkanal- 
Mikrosystems, das zur erf indungsgemaflen Poration 
von Objekten unter schiedlicher Grofte eingerich- 
tet ist, 
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Fig. 8 



eine schematische Darstellung eines erfindungs- 
gemaflen Elektroporators mit Durchf lufibetrieb, 



Fig. 9 



schematische Darstellungen weiterer Elektroden- 
formen fur dreidimensionale Anordnungen von 
Elektrodensysteraen, 



Fig. 10 



schematische Darstellungen zur Illustration der 
Kombination von Porations- und Manipulierungs- 
bereichen in erf indungsgemafien Mikrosystemen, 
und 



Fig. 11 



eine weitere Ausf uhrungsform eines Elektroden- 
systemen in schematischer Draufsicht, 



Die folgende Erlauterung bezieht sich insbesondere auf die 
Elektrodengestaltung und -beschaltung in erf indungsgemailen 
Vorrichtungen. Einzelheiten der Herstellung von Mikrosystemen 
mit halbleitertechnologischen Mitteln, der Kombination von 
Mikrosystemen mit Probenzuf uhr- oder Detektionssystemen, der 
Erzeugung der Hochf requenzf elder zur Dielektrophorese und der 
Gestaltung der Permeationspulse werden nicht im einzelnen er- 
lautert, soweit diese an sich aus den herkommlichen Techniken 
bekannt sind und in analoger Weise bei der erf indungsgemafien 
Vorrichtung ubernommen werden konnen. Bei den folgenden Dar- 
stellungen wird in der Regel ein rundes Objekt gezeigt, das 
stellvertretend fur die obengenannten, zu behandelnden Objekte 
dargestellt wird. Der Schwerpunkt der folgenden Erlauterung 
liegt bei der Elektroporation in Durchf luBsystemen. Hierbei 
wird der Elektroporationsbereich der erf indungsgemalien Vor- 
richtung von einem Medium (Umhiillungs- oder Kulturmedium) mit 
den zu behandelnden Objekten durchstromt, wobei miniaturisier- 
te Elektroden Feldbarrieren in Richtungen senkrecht zur Stro- 
mungsrichtung (zweidimensionale Feldkafige) bilden. Die Erfin- 
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dung ist entsprechend in stationaren Systemen insbesondere mit 
dreidimensionalen Feldkafigen implementierbar . 



Die Fign. 1A, IB zeigen beispielhaf te Ausfuhrungsformen von 
Elektrodensystemen von Durchf lufianordnungen erf indungsgemaBer 
Vorrichtungen. In Mikrosystemen mit Kanalstrukturen (bei- 
spielsweise halbleitertechnologisch prozessierte Kanale in Si- 
Chips) sind jeweils zwei der zum Elektrodensystem gehdrenden 
vier Elektroden an der oberen bzw. unteren Kanalbegrenzung 
(Deckel bzw. Boden) angebracht. Die perspektivischen Darstel- 
lungen zeigen die Elektroden 11a und lib als obere Elektroden 
und die Elektroden 11c und lid als untere Elektroden. Die 
nicht dargestellten Kanalbegrenzungen sind vorzugsweise ebene 
Halbleiteroberflachen im Chip, auf denen die Elektroden mit 
geeigneten Depositionsverfahren gebildet sind. Es ist hervor- 
zuheben, daJJ die Elektroden im wesentlichen schichtf ormig auf 
den Kanalbegrenzungen aufgebracht sind und somit nicht bzw. 
nur geringfiigig in den Kanal hineinragen. Gesonderte seitliche 
Kanalbegrenzungen zwischen den oberen Elektroden einerseits 
und den unteren Elektroden andererseits sind aufgrund der 
Feldkafigfunktion des Elektrodensystems nicht erforderlich. 
Das Elektrodensystem ist zur Ausbildung elektrischer Feldbar- 
rieren auf der Grundlage negativer Dielektrophorese zwischen 
den Objekten 13 und den oberen bzw. unteren Kanalbegrenzungen 
bzw. den sich seitlich anschliefienden Kanalraumen eingerich- 
tet. Die Feldbarrieren bilden zusammen ein Feldminimum, das 
sich in Kanallangsrichtung erstreckt. 

Im Unterschied zu herkommlichen Elektroporationskammern werden 
erfindungsgemafi mindestens zwei (vorzugsweise vier oder mehr) 
Elektroden dreidimensional in einem Kanal angeordnet. Die Ob- 
jekte 13 (z.B. biologische Zellen) werden durch eine Medien- 
stromung oder eine andere Kraft (Pf eilrichtung in Fig. 1A) 
durch das Elektrodensystem gefiihrt und auf der Grundlage nega- 
tiver Dielektrophorese von den Elektroden weg in den Zentral- 

9 



WO 00/37628 PCT/EP99/10277 

bereich des Kanals gedriickt. Zur Erzielung bestimmter Bewe- 
gungsablaufe konnen die Elektroden lla-lld bandartig verschie- 
den gestaltet sein, so z.B. kurvenformig (Fig. 1A) oder gerade 
(Fig. IB) . 

Das Elektrodenmaterial wird anwendungsabhangig gewahlt und be- 
steht vorzugsweise aus Platin, Titan, Tantal oder Legierungen 
aus diesen. Die Dicke der Elektrodenbander liegt im um-Bereich 
und ist vorzugsweise < 1 urn. Charakteristische Kanalquerdimen- 
sionen liegen im Bereich von rd. 1 um bis 100 um. 

Die Elektroden lla-lld sind jeweils entsprechend mit elektri- 
schen Steuerleitungen 12a-12d verbunden. Die Steuerleitungen 
fiihren zu einer (nicht dargestellten) Steuereinrichtung, die 
einen Hochf requenzgenerator zur Erzeugung der Hochf requenzf el- 
der fur die negative Dielektrophorese und einen Pulsgenerator 
zur Erzeugung der Permeationspulse enthalt. In diesem Fall 
funktionieren die Elektroden simultan als Hochf requenz- und 
Pulselektroden. 

Beim erf indungsgemafien Betrieb werden die zu behandelnden Ob- 
jekte 13 mit dem Medium durch den Kanal mit dem Elektroden- 
system lla-lld gefuhrt. Das Elektrodensystem wird simultan mit 
HF-Spannungen (Bereich z.B.. 1 MHz bis uber 120 MHz) und Per- - 
meationspulsen (Dauer ys-Bereich, Amplitude bis 100 V) beauf- 
schlagt. Die Objekte werden somit in den Zentralbereich des 
Kanals gedruckt, wo die Permeationspulse wirken, die zu einer 
reversiblen Offnung der Zellmembran fuhren. Die gleichzeitige 
Nutzung des Elektrodensystems fur beide Funktionen stellt 
einen besonderen und bei der fruheren Betrachtung herkdmm- 
licher Elektroporationsgerate und Mikrosysteme nicht erwarte- 
ten Vorteil dar. Es kann auch ein quasikontinuierlicher Durch- 
flufibetrieb vorgesehen sein, bei dem eine Gruppe der zu behan- 
delnden Objekte mit dem Suspensionsmedium in das Elektroden- 



10 



WO 00/37625 PCT/EP99/10277 

system gefuhrt und dort unter Nutzung dielektrophoretischer 
Krafte festgehalten wird. Anschliefiend erfolgt die Objektbe- 
handlung (Elektroporation, Fusion Oder dgl.) fur alle Objekte 
unter definierten Bedingungen gleichzeitig. Danach werden die 
dielektrophoretischen Krafte, die die Objekte im Elektrodensy- 
stem gehalten haben, freigegeben. Die Objekte stromen im 
Mikrosystem weiter. 

Die in Kanalstromungsrichtung wirksame Lange der Elektroden 
lla-lld kann anwendungsabhangig verschieden ausfallen bzw. da- 
zu eingerichtet sein, daiJ mehrefe Objekte 13 (Fig. 1A) gleich- 
zeitig, aber raumlich getrennt im Elektrodensystem permeiert 
werden. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung, namlich die Bereitstel- 
lung vorbestimmter Porationsmuster, wird im folgenden unter 
Bezug auf die Fign. 2A, 2B erlautert, die zwei Ausfiihrungsf or- 
men mit Elektrodensystemen zeigen, die mit f eldformenden Ein- 
richtungen versehen sind. Die Elektrodensysteme bestehen aus 
den Elektroden 21a-21d mit den entsprechenden elektrischen 
Steuerleitungen 22a-22d und f eldformenden Elektrodenelementen 
25 und 26. In Fig. 2A ist aus Ubersichtlichkeitsgrunden wie 
bei Fig. 1A, IB nur das Elektrodensystem und das Objekt 23 oh- 
ne die Kanalbegrenzungen und ohne andere Teile des Mikro- 
systemschips dargestellt. In Fig. 2B sind lediglich die f eld- 
formenden Elemente (oder separaten Elektroden) 25a-25j, 2 6a- 
26j, das Objekt 23 und zur Verdeutlichung die Ebenen der obe- 
ren bzw. unteren Kanalbegrenzung 21, 28, nicht jedoch ggf . 
vorhandene, die Elemente in Gruppen verbindende Elektrodenban- 
der bzw. die elektrischen Steuerleitungen dargestellt. 

Die f eldformenden Elemente 25, 26 sind Elektrodenstukturen, 
die sich band- oder linienformig auf der jeweiligen Kanalbe- 
grenzungsoberf lache hin zur Kanalmitte erstrecken. Die Langs- 
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dimension hin zur Kanalmitte wird derart gewahlt, dafl die En- 
den der feldformenden Element e nur noch einen Abstand von rd. 
einem bis einem halben Objektdurchmesser vom Objekt 23 ent- 
fernt sind. Die Querdimensionen werden so gewahlt, dafi sich 
spitzenformige Strukturen ergeben, die wesentlich dunner als 
die charakteristische Objektdimension sind. 

Die feldformenden Elemente 25, 26 verursachen eine hohe Feld- 
linienkonzentration und somit hohe Feldstarken in lokal eng 
begrenzten Bereichen. Damit ergibt sich auch im Medium eine 
Feldlinienbundelung und somit ein dielektrischer Durchschlag 
an bestimmten Orten auf der Oberflache des Objekts 23. Die 
ortliche Verteilung der Durchschlage entspricht der Verteilung 
der feldformenden Elemente und ergibt ein vorbestimmtes 
Porationsmuster . 

Die Fig. 2A zeigt eine Ausfuhrungsform mit vier Elektroden 
21a-21d mit einer raumlichen Anordnung analog zu Fig. 1A. Die 
Fig. 2B hingegen ist eine Multielektrodenanordnung, die als 
Durchflufisystem oder als stationares System mit einem ge- 
schlossenen Feldkafig betrieben werden kann. Es ist moglich, 
dafi jedes der feldformenden Elemente 25a-25j, 26a-26j gemafi 
Fig. 2B eine separate Elektrode mit einer eigenen elektrischen 
Steuerleitung darstellt. Erf indungsgemafi ist es nicht zwingend 
erforderlich, daJi die Elektroden die genannte Doppelfunktion 
erfiillen. Sind beispielsweise viele, fein strukturierte feld- 
formende Elemente fiir die Elektroporation gemafi Fig. 2B vorge- 
sehen, so ist es moglich, dafi diese Spitzenelektroden bei An- 
steuerung mit einer Hochf requenz-Spannung keine gentigenden 
Feldkrafte aufbringen, urn das zu behandelnde Objekt im inter- 
essierenden Bereich zu positionieren oder zu fokussieren. In 
diesem Fall konnen gesonderte (nicht dargestellte) Elektroden 
zur Erzeugung geeigneter Feldbarrieren vorgesehen sein. 
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Zur Erhohung der lokalen Feldlinienkonzentration konnen an den 
kanalseitigen Enden der f eldformenden Elemente zusatzlich 
(nicht dargestellte) Spitzen- oder Kantenstrukturen vorgesehen 
sein. 

Fig. 3 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform mit planaren oder 
scheibenformigen Elektroden 31, 32, zwischen denen das Objekt 
33 mit einem Durchf lufisystem hindurchgef uhrt wird. Diese Aus- 
fuhrungsform ist somit eine Zwei-Elektrodenanordnung, bei der 
wieder die Elektroden eine Doppelfunktion in Bezug auf die 
Dielektrophorese und die Elektroporation erfullen. Jede der 
Elektroden 31, 32 besitzt eine innere sternformige Ausnehmung, 
so dali das Elektrodenmaterial Spitzen 34 bildet, die analog zu 
den f eldformenden Elementen 25, 2 6 in den Fign. 2A, 2B Feldli- 
nienkonzentrationen und somit ein bestimmter Porationsmuster 
auf dem Objekt 33 ergeben, sobald die Durchschlagsspannung er- 
reicht ist. 

Die Fign. 4 und 5 illustrieren die feldformende Wirkung der 
Elektroden bzw. der f eldformenden Elemente bei erf indungsgema- 
Ben Vorrichtungen. Fig. 4a zeigt den Feldlinienverlauf in der 
Nahe und durch eine biologische Zelle 43 bei niedriger Auflen- 
leitfahigkeit, wie er beispielsweise bei herkommlichen 
Permeationsanordnungen gegegen ist. Fig. 4b zeigt die 
Situation bei hoher Auflenleitf ahigkeit . Die bei niedriger 
Auflenleitfahigkeit auftretende Btindelung der Feldlinien 41 im 
Bereich 43a, 43b der Oberflache des Objekts 43 kann bei hoher 
leitender AuBenlosung nicht erreicht werden, da die Feldlinien 
41 das Objekt 43 vorrangig- umfliefien und weniger durchsetzen. 
Wird hingegen gemaii Fig. 5 das Ende der Elektrode bzw. des 
feldformenden Elements 51 mit moglichst geringer Querdimension 
(d.h. moglichst spitz, Krummungsradus << Objektradius) nahe an 
die Objektoberflache (z.B. Oberflache einer biologischen Zel- 
le) 53 angeordnet, so konnen auch in hoch leitfahigen Auflenlo- 
sungen (physiologische Kulturmedien) genugend hohe Feldstarken 
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fur die Elektroporation erzielt werden. Der Abstand der Spitze 
der Elektrode 51 von der Objektoberf lache betragt vorzugsweise 
weniger als ein Objektdurchmesser . Die Feldlinien 52 zeigen 
den Bereich des dielektrischen Durchbruchs durch die Membran 
Oder Oberf lache des Objekts 53. 

Eine andere Gestaltung f eldformender Elemente ist in Fig. 6 
illustriert. Bei diesem Elektrodensystem sind zwei Elektroden 
61, 62 in planarer, flachiger Gestaltung vorgesehen. Die feld- 
formenden Elemente werden durch Isolationsschichten 65 auf je- 
der der Elektroden auf der dem Kanal bzw. den Objekten zuge- 
wandten Seiten gebildet. Die Isolationsschichten 65 besitzen 
an vorbestimmten Positionen Ausnehmungen oder Offnungen 64, an 
denen die metallische Elektrodenf lache (dunkel dargstellt) mit 
dem Medium in Beruhrung kommt. Die Ausnehmungen 64 konnen in 
vorbestimmter Weise mit den verschiedensten Of fnungsformen mit 
eckigen, kurvenformigen oder langgestreckten Umhullungen vor- 
gesehen sein. Die Elektroden 61, 62 sind auf Substraten (nicht 
dargestellt) mit den Methoden der Halbleitertechnologie pro- 
zessiert. Als Substratmaterial kommt hier wie bei den anderen 
Ausftihrungsformen neben Halbleitermaterial (z.B. Silizium) 
auch Glas, Kunststoff, Keramik oder dgl. in Frage. Das Bezugs- 
zeichen 63 bezeichnet das Objekt, das im Kanal zwischen den 
Elektroden 61, 62 hindurchgefuhrt oder hindurchgestromt wird. 

Die Ausnehmungen 64 bewirken analog zur Funktion der feldfor- 
menden Elemente in Spitzenform eine Konzentration der Feldli- 
nien, so daft sich eine Permeation des Objekts 63 an bestimmten 
Stellen ergibt bzw. das vorbestimmte Porationsmuster ergibt. 

Ein besonderer Vorteil der Ausf uhrungsf orm gemali Fig. 6 be- 
steht darin, dali Belastungen des Elektrodenmaterials durch re- 
lativ hohe Pulsspannungen verringert werden. Die Pulsspannun- 
gen konnen hier wie bei den anderen Ausf uhrungsf ormen im Be- 
reich von 1 V bis zu einigen 100 V liegen. 
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Gegenstand der Erfindung ist auch die Kombination eines minia- 
turisierten Elektroporationssystems gemaB einer der oben er- 
lauterten Ausf uhrungsf ormen mit einem miniaturisierten Objekt- 
manipulator und/oder -detektor, wobei eine Elektroporation der 
Objekte nur an vorbestimmten Objekten oder entsprechend vorbe- 
stimmter Zeitmuster vorgenommen wird. Ein derartiges System 
kann anwendungsabhangig analog zu den in Fig. 7 gezeigten 
Grundstrukturen gestaltet sein. 

Fig. 7 ist eine schematische Draufsicht auf ein miniaturisier- 
tes Mehrkanalsystem, bei dem zwei Kanale 71, 72 vorgesehen 
sind, die von Rande lenient en 73a begrenzt und durch Trennele- 
mente 73b (Spacer) getrennt sind. Die Kanale 71, 72 werden in 
Pfeilrichtung von einem Medium durchstromt. 

Das Mikrosystem umfafit einen Manipulationsbereich A und einen 
Elektroporationsbereich B. Im Manipulationsbereich A erfolgt 
eine Trennung einstromender Objekte und/oder eine Detektion. 
Beim dargestellten Beispiel ist im Manipulationsbereich A ein 
Paar von Ablenkelektroden 7 6 vorgesehen, die sich im Kanal 71 
schrag zur Stromungsrichtung erstrecken. Die Ablenkelektroden 
umfassen eine untere Elektrode am Kanalboden (nicht darge- 
stellt bzw. verdeckt) und eine obere Elektrode an der oberen 
Kanalbegrenzung, Zwischen den Elektroden kann das Medium frei 
durchstromen, wobei jedoch bei Beauf schlagung mit einem hoch- 
frequenten Wechselfeld eine elektrische Feldbarriere aufgebaut 
wird, die sich im Kanal 71 schrag zur Stromungsrichtung er- 
streckt . 

Die dielektrophoretischen Krafte sind abhangig vom Objektvolu- 
men. Bei biologischen Objekten werden zur Vermeidung von Mem- 
branvorschadigungen Wechself elder mit Frequenzen oberhalb von 
10 MHz verwendet. Beim dargestellten Beispiel erfolgt ein Ein- 
stromen eines Zellgemisches bestehend aus groJien Zellen 74 und 

15 



WO 00/37628 PCT/EP99/10277 

kleinen Zellen 75. Die Spannung zwischen den Ablenkelektroden 
wird derart gewahlt, daB auf die groBen Zellen 74 eine genti- 
gend groBe dielektrophoretische AbstoBungskraft wirkt, so daB 
diese entlang der Erstreckungsrichtung der Ablenkelektroden 
durch eine Gffnung zwischen den Trennelementen 73b in den 
zweiten Kanal 72 tiberftihrt werden. Die kleinen Zellen 75 hin- 
gegen konnen die Feldbarriere zwischen den Ablenkelektroden 76 
passieren und bleiben im ersten Kanal 71. 

Stromabwarts in den Kanalen sind Detektoren 78 vorgesehen. 
Falls an diesen der Vorbeitritt von Zellen z.B. elektrisch 
Oder optisch detektiert wird (z.B. durch eine Widerstandsmes- 
sung Oder mittels Photodioden) , so wird unter Berucksichtigung 
der Stromungsgeschwindigkeit mit einer bestimmten VerzOge- 
rungszeit im Elektroporationsbereich B die Elektroporation mit 
den Elektroden 77, 77a ausgelost. Die Porationsparameter und 
die Elektrodengrofie ist dabei an die getrennten ZellgroBen an- 
gepaBt. Bei den Elektroden 77, 77a handelt es sich vorzugswei- 
se um dreidimensionale Elektrodenanordnungen, wie sie bei- 
spielhaft oben erlautert wurde. Die Elektroden sind wiederum 
am Boden bzw. Deckel des Kanals 71 oder 72 angebracht. Das 
Auslosen eines Fusions- oder Porationspulses kann rechnerge- 
stiitzt Oder durch einen detektorgekoppelten Schalter erfolgen. 

Nach der Permeation konnen die permeierten Zellen 79, 80 gege- 
benenfalls dielektrisch gesammelt und fusioniert werden, wobei 
wiederum Ablenkelektroden benutzt werden. 

Das in Fig. 7 besipielhaft gezeigte System laBt sich anwen- 
dungsabhangig beliebig auf mehr Kanale, komplexere Ablenktech- 
niken und Elektroporationen an mehreren Stufen erweitern. 

Fig. 8 zeigt ein weiteres Beispiel eines Mikrosystems, das zur 
mehrstufigen oder kontinuierlichen Permeation ohne zusatzliche 
Sensoreinrichtungen eingerichtet ist. Beim Mikrosystem gemaB 
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Fig. 8 fiihrt ein Kanal 80 zwischen zwei Begrenzungen 81 eine 
Stromung eines Mediums mit den Objekten 83. Seitlich an den 
Kanalbegrenzungen 81 sind Elektroden 82 angebracht, die zur 
Elektroporation eingerichtet sind. Die Elektroden 82 sind iiber 
elektrische Steuerleitungen 85 ansteuerbar, die Schaltelemente 
84 zum gezielten Betatigen einzelner Elektroden 82 aufweisen. 
Die Lange der Einzelelektroden bzw. Elektrodenkombinationen in 
Kanallangsrichtung, die Stromungsgeschwindigkeit und die ge- 
wlinschte Porationspulslange und -wiederholdauer erlauben eine 
kontinuierliche Permeation der Objekte wahrend des Durchtritts 
durch den Kanal, Bei Elektroden mit einer Lange von z.B. 1 mm 
und einer Stromungsgeschwindigkeit von 1 mm/s ist sicherge- 
stellt, daft bei einer Pulsperiode von 1 s jede Zelle pro 
Periode einen Puis erfahrt. Der Einsatz einer Vielzahl von 
Einzelelektroden anstelle einer sich lang erstreckenden, ein- 
heitlichen Elektrode besitzt den Vorteil, daB an einer inte- 
gralen Elektrode Spannungsverluste und Erwarmungen auftreten 
warden, die die Elektroporation nachteilig beeinflussen 
konnten. 

Der Aufbau der Fokussierungs- und Porationselektroden aus Ein- 
zelelektroden gemali Fig. 8 ermoglicht die Realisierung des 
folgenden Ansteuerprotokolls . Die Elektroporation basiert auf 
der Wirkung eines Gleichspannungspulses auf die zu behandeln- 
den Objekte. In der Suspensionslosung ergibt sich wahrend des 
Gleichspannungspulses an den beteiligten Elektroden eine An- 
sauerung bzw. eine Alkalisierung in Elektrodennahe . Um diese 
pH-Anderungen moglichst gering zu halten, ist erf indungsgemali 
vorgesehen, jeweils benachbarte Einzelelektroden mit umgekehr- 
ter Feldrichtung zu betreiben, so dafi sich Elektroden mit An- 
sauerungs- und Alkalisierungserscheinungen abwechseln. Des 
weiteren kann insbesondere bei einer Anordnung gemali Fig. 8 
vorgesehen sein, dali zunachst ein Einstromen einer Zellgruppe 
in den Kanal und ein Positionieren der Zellen zwischen den 
Elektroden erfolgt. Die Zellen werden mit dielektrophoreti- 
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schen Kraften in Position zwischen den Elektroden gehalten. 
Anschliefiend folgt der eigentliche Elektroporationsschritt . 
Dabei werden auf einanderfolgend zuerst die am weitesten strom- 
abwarts gelegene Elektrode und anschliefiend schrittweise jede 
weitere stromaufwarts gelegene Elektrode rait dem Gleichspan- 
nungspuls zur Elektroporation beauf schlagt . Dieses Verfahren 
hat den Vorteil, dafi die Ansauerungs- und Alkalisierungspro- 
dukte im Suspensionsstrom, der den Kanal durchsetzt, laufend 
abtransportiert werden, wobei die einzelnen Elektroporations- 
vorgange jeweils unter den ursprilnglich in der Suspension ein- 
gestellten Bedingungen erfolgt. 

Fig. 9 zeigt Abwandlungen der Elektrodenanordnung gemafi Fig. 
8. Von den dreidimensionalen Elektrodensystemen ist jeweils 
nur eine Ebene dargestellt. Vorzugsweise wird die zweite Ebene 
sandwichartig spiegelsymmetrisch uber der ersten Ebene ange- 
bracht. Die geraden Elektroden 91A parallel zum Kanal besitzen 
den Vorteil, dafi das Feld eine gleichbleibende Feldstarke be- 
sitzt. Die Kontakte zu den Subelektroden konnen iiber Schalt- 
elemente 91A1 extern gesteuert werden. Alternativ konnen Kur- 
venformen 91B (Dreiecksf orm, Sinusform oder sogenannte 
"castellated" Form) fur bestimmte Zelltypen durch Variation 
der Feldstarke bevorzugt sein. Segmentierte Einzelelektroden 
sollten derart dimensioniert sein, dafi die Einzelsegmente eine 
Lange von rd. 100 \m in Kanalrichtung besitzen. 

Fig. 10 illustriert die Prinzipien der Kombination von Manipu- 
lations- und Elektroporationsbereichen. So konnen entweder 
zwei getrennte Strukturen 101A oder eine gemeinsame Struktur 
101B benutzt werden. Im Manipulationsbereich ("Sammeln") er- 
folgt eine Beauf schlagung der Elektroden mit dem Hochf requenz- 
feld zur Ausbildung von Feldbarrieren, die die Objekte in den 
Porationsbereich zusammenfuhren. Es ist nicht erforderlich, 
dafi das Hochf requenzf eld fur die Dielektrophorese laufend an- 
geschaltet ist. Es ist vielmehr moglich, dafi die Dielektropho- 
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rese beim Durchtritt eines Objekts aktiviert und dazu zeitlich 
verzogert (rd. 1 ms) die Elektroporation durchgefiihrt wird. 
Die Verzogerung hangt je nach Anwendungsf all von der Stro- 
mungsgeschwindigkeit im Kanal ab. Fur Puis- bzw. HF- 
Generatoren fiir die Elektroporation bzw. die Dielektrophorese 
ist vorzugsweise eine gemeinsame Massenverbindung vorgesehen. 

Eine weitere Abwandlung gegeniiber der Anordnung 101B in Fig. 
10 ist in Fig. 11 gezeigt. Die Elektrodenstruktur 111 verjungt 
sich in Bewegungsrichtung der Teilchen bzw. in Stromungsrich- 
tung im Kanal von einem groISeren Abstand der Teilelektroden 
hin zu einem geringeren Abstand der Teilelektroden. Eine der- 
artige Gestaltung erlaubt es, verschieden groiJe Teilchen an 
verschiedenen Orten zu behandeln, namlich das kleinere Teil- 
chen 113A weiter stromabwarts als das groliere Teilchen 113B. 

Erf indungsgemalS kann eine Elektroporations- oder Fusionsvor- 
richtung mit einer Einrichtung zur visuellen Beobachtung der 
Objekte im Kanal bzw. des Ergebnisses der elektrischen Behand- 
lung der Objekte ausgestattet sein. Diese Vorrichtung ist vor- 
zugsweise ein Mikroskop. Ein besonderer Vorteil der Erfindung 
besteht darin, daJi die Anordnung bandformiger Fokussierungs- 
und Porationselektroden bei Aufbau des Mikrosytems mit zumin- 
dest abschnittsweise transparenten Wanden einen direkten Ein- 
blick in den Kanal, insbesondere in den Bereich des Feldmini- 
mums zwischen den Elektroden, erlaubt. 
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PATENTANSPRUCHE 

1. Vorrichtung zur Elektroporations- und/oder Fusionsbehand- 
lung mikroskopischer Objekte in einem Mikrosystem, die eine 
Kanalstruktur zum Durchflufi eines Mediums, in dem die Objekte 
suspendiert sind, und mindestens zwei miniaturisierte Elektro- 
den umfafit, die an den Wanden der Kanalstruktur angeordnet und 
dazu eingerichtet sind, die Objekte in der Kanalstruktur mit 
Abstand von deren Wanden und den Elektroden zu halten und mit 
elektrischen Spannungen zur Elektroporations- und/oder 
Fusionsbehandlung zu beauf schlagen. 

2. Vorrichtung gemafi Anspruch 1, bei der die Elektroden Hoch- 
frequenzelektroden zur Positionierung der Objekte in der 
Kanalstruktur und Pulselektroden zur Elektroporation und/oder 
Fusion der Objekte umfassen. 

3. Vorrichtung gemafi Anspruch 2, bei der die Hochf requenzelek- 
troden und die Pulselektroden durch getrennte Elektrodenele- 
mente oder durch zumindest teilweise verbundene Elektrodenele- 
mente oder gemeinsam durch. identische Elektrodenelemente ge- 
bildet werden. 

4. Vorrichtung gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der die Pulselektroden feldformende Einrichtungen zur Erzeu- 
gung eines Porations- und/oder Fusionsmusters aufweisen. 

5. Vorrichtung gemafi Anspruch 4, bei der die f eldformenden 
Einrichtungen durch Spitzenelektroden oder Abschirmelemente 
mit geeigneten Durchtrittsof fnungen gebildet werden, wobei die 
durch die Spitzenelektroden oder die Abschirmelemente gebilde- 
ten wirksamen Elektrodenf lachen eine Dimension besitzen, die 
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wesentlich kleiner als eine charakteristische Dimension des 
jeweiis zu behandelnden Objekts ist. 



6. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der die Objekte von den Pulselektroden einen Abstand besitzen, 
der geringer als eine charakteristische Objektdimension ist. 

7. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
der in der Kanalstruktur in Durchf lufirichtung des Mediums eine 
Vielzahl von Pulselektroden angeordnet sind. 

8. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Kanalstruktur eine Vielzahl von Kanalen jeweiis mit 
miniaturisierten Elektroden umfaflt, die zum gleichzeitigen 
DurchfluB des Suspensionsmediums mit den zu behandelnden Ob- 
jekten eingerichtet sind. 

9. Elektroporationsgerat, das mit einer Vorrichtung gemaB 
einem der Ansprttche 1 bis 8 ausgertistet ist. 

10. Elektrofusionsgerat, das mit einer Vorrichtung gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 8 ausgerustet ist. 

11. Gerat gemaB Anspruch 9 oder 10, das als Mikrosystem mit 
einer Multielektrodenanordnung gestaltet ist. 

12. Gerat gemaB Anspruch 11, bei dem das Mikrosystem charakte- 
ristische Dimensionen der Elektroden im Bereich von 100 ym 
Oder geringer und charakteristische Dimensionen der Elekroden- 
abstande im Bereich von einigen Durchmessern biologischer Zel- 
len besitzt. 

13. Verfahren zur Elektroporation und/oder Fusion mikroskopi- 
scher Objekte, bei dem die Objekte frei suspendiert mit einem 
Medium durch eine Kanalstruktur eines Mikrosystems beruhrungs- 
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los an mindestens zwei Elektroden vorbeigefuhrt werden, die 
zur Elektroporation und/oder Fusion eingerichtet sind, und die 
Elektroden mit vorbestiramten Spannungen zur Elektroporation 
und/oder Fusion der Objekte beaufschlagt werden. 

14. Verfahren gemali Anspruch 13, bei dem die Objekte in der 
Kanalstruktur mit Hochfrequenzelektroden auf der Grundlage 
negativer Dielektrophorese in eineia sich in Kanallangsrichtung 
erstreckenden elektrischen Feldminimum positioniert Oder ge- 
fiihrt werden. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 13 oder 14, bei dem die Objekte 
wahrend der Elektroporation bzw. Fusion durch die Kanalstruk- 
tur stromen. 

16. Verfahren gemafi Anspruch 13 oder 14, bei dem die Objekte 
wahrend der Elektroporation bzw. Fusion in der Kanalstruktur 
festgehalten werden. 

17. Verfahren gemafi einem der Anspriiche 13 bis 16, bei dem vor 
der Elektroporation bzw. Fusion eine Erfassung von Objektei- 
genschaften und/oder eine Trennung von Objekten mit verschie- 
denen Eigenschaf ten erfolgt. 

18. Verfahren gemali einem der Anspriiche 13 bis 17, bei dem die 
Objekte biologische Objekte, insbesondere Zellen, oder synthe- 
tische, membranumhullte Gebilde, insbesondere Liposomen oder 
Vesikeln, umf as sen. 
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